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摘要 : 用 PCR 方法 扩 增 了 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 单 粒 包 埋 型 核 型 多 角 体 病毒 (HaSNPV) JL 
丁 质 酶 基因 ， 测 定 了 基因 编码 区 的 核 芽 酸 全 序列 。 基 因 编 馈 区 全 长 1 713 bp， 可 编码 570 个 氨基 
酸 残 基 组 成 的 多 肽 ， 预 计 分 子 量 为 63 .6 kD。 将 所 推导 的 HaSNPV 几 丁 质 酶 氨基 酸 序列 与 其 它 已 
知 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 氨基 酸 序 列 进行 联 配 比较 ， 结 果 表 明 HaSNPY 与 谷 实 夜 蛾 H. zea 单 粒 包 埋 
型 核 型 多 角 体 病毒 (HzSNPV) 的 氨基 酸 序 列 非常 相似 ， 同 源 性 高 达 90.790, 5 BR Y SUR 
Autographa californica 多 粒 包 埋 型 核 型 多 角 体 病毒 (AcMNPV)、 家 从 Bombyx mori 核 型 多 角 体 病 
毒 (BmNPY)、 美 国 白 蛾 Hyphaniria cunea 核 型 多 角 体 病毒 〈HcNPV)、 舞 毒 峨 Lymantria dispar 
多 粒 包 埋 型 核 型 多 角 体 病毒 〈《LdqdMNPV)、 黄 杉 毒 峨 Orgyia pseudotsugata. 多 粒 包 埋 型 核 型 多 角 体 
病毒 COpMNPVO Azur Choristoneura fumiferana 核 型 多 角 体 病毒 〈CIMNPV) 氨基 酸 序 
列 同 源 性 分 别 为 64.4%、64.9%、64.2%、62.9%、66.2% 和 61.5% 。 根 据 氨 基 酸 序列 用 PCN 
GENE 程序 绘制 已 知 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 的 分 子 系统 树 ， 并 与 杆 状 病毒 中 最 为 保守 的 多 角 体 惩 白 基 
因 系统 树 作 了 比较 ， 络 有 宁 表 明 几 丁 质 酶 基因 和 多 角 体 千 日 基因 的 进化 速率 是 不 尽 相 同 的 。 
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棉铃 虫 Helicoverpa armigera 是 棉花 、 EX, WE., Em DEFAR R., 
MFZRARRKEH, EES FAAZRKA, mR Bp EE. Em BERE AA 
区 猩 狼 成 灾 ， 造 成 减产 甚至 绝收 。 棉 铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 CHaNPVO 是 我 国 第 一 个 商品 病毒 
杀 虫 剂 ， 有 具 使 用 安全 ， 害 虫 不 产生 抗 性 等 优点 ， 是 一 种 很 有 发 展 潜力 的 可 蔡 代 生物 农药 ， 但 
HaNPV 与 其 它 病毒 条 点 剂 一 样 亦 存在 杀 忠 致死 速度 较 慢 等 缺点 。 因 此 ， 通 过 遗传 工程 构建 毒 
力 强 ， 即 效 性 高 的 重组 HaNPV 具有 重要 的 意义 。 对 HaNPV 进行 分 子 生 物 学 研究 ， 是 今后 进 
行 其 重组 研究 的 必 个 可 少 的 基础 。 昆 忠 病 毒 多 角 体 被 宿主 昆虫 各 食 后 ， 在 病毒 粒子 进入 中 有 晰 
细胞 之 前 ， 需 要 穿 过 含 几 丁 质 的 中 肠 围 食 膜 。 感 病 昆 虫 死亡 后 ， 含 几 丁 质 的 昆虫 体 壁 迅速 酶 
解 ， 释 放出 体内 的 病毒 多 角 体 ， 感 染 其 它 昆 虫 个 体 。 这 一 酶 解 过 程 在 确保 病毒 能 通过 风 和 雨 
注 等 自然 力量 进行 有 效 扩 散 中 可 能 起 着 重要 的 作用 。 己 知 NPV 编码 的 几 丁 质 酶 在 体 壁 酶 解 过 
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程 起 了 主要 的 作用 ， 在 破坏 含 几 丁 质 的 中 肠 围 食 膜 中 也 可 能 起 重要 作用 11。Hawtin 等 (通过 
进行 病毒 基因 缺失 研究 发 现 ，AcMNPV 无 论 是 缺失 了 几 丁 质 酶 基因 还 是 组 织 筷 白 酶 (cathep- 
sin) 基因 ， 受 其 感染 的 粉 纹 夜 蛾 幼虫 死亡 后 尸体 会 保持 数 天 完整 无 损 。 结 果 表 明 AcMNPV 
编码 的 几 丁 质 酶 与 组 织 香 白 酶 一 起 ， 在 感染 后 期 的 宿主 液化 过 程 中 起 了 直接 的 作用 。 已 发 现 
几 丁 质 酶 基因 广泛 存在 于 细菌 、 真 菌 、 线 虫 、 节 上 肢 动 物 、 植 物 等 生物 体内 。 但 不 同 几 丁 质 酶 
基因 之 间 结 构 和 功能 差异 很 大 。 棉 铃 忠 单 粒 包 埋 型 核 型 多 角 体 病毒 CHaSNPVO 基因 组 为 环 
状 双 链 DNA， 整 个 基因 组 大 于 120 kb 小， 根据 棉铃 忠 感 染 HaSNPV 死亡 后 表现 的 体 壁 迅速 
液化 症状 ，HaSNPV 亦 应 存在 编码 几 丁 质 酶 的 基因 。 为 了 探索 开发 利用 HaSNPV JU T FER 
以 及 为 今后 进行 HaSNPYV 重组 提供 基础 ， 我 们 克隆 了 HaSNPV 几 丁 质 酶 基因 ， 并 对 已 报道 
的 杆 状 病毒 的 几 丁 质 酶 基因 进行 了 进化 分 析 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

HaSNPV 为 湖北 株 ， 病 毒 株 元 隆 纯化 后 ， 骨 通过 感染 析 铃 忠 3 龄 幼虫 进一步 在 虫 体内 扩 
增 病毒 多 角 体 。 限 制 性 内 切 酶 、 连 接 酶 及 低 熔 点 agarose 胶 均 为 GIBCO-BRL 公司 产品 ，Taq 
DNA pol 酶 为 永 德 公司 产品 ， 载 体 为 bpUC19， 宿 主 菌 为 TG1。 
1.2 方法 

从 病毒 多 角 体 中 抽 提 基因 组 DNA 的 方法 见 参考 文献 [2] 报道 ，PCR 扩 增 正 同 引 物 为 
AAGAATTCATGAATAATTATTGTTTG, 反问 引物 为 AGAAGCTTCTACAATTCG TTAT- 
GAATC， 扩 增 条 件 为 92 C 1 min: 55 C 1 min，72 C 1 min，30 次 循环 。agarose 分 离 片 段 、 
连接 转化 、 质 粒 制 备 与 纯化 、 限 制 性 内 切 酶 反应 均 按 Sambrook 等 :3 方法 进行 。 序 列 测定 应 用 
ABI PRISMIM377DNA 测序 仪 ， 反 应 试剂 用 BigDyeTerminator Cycle Sequencing Ready Reac- 
tion Kit (PERKIN ELMER)。 核 茶 酸 序列 和 和 氨基酸 序列 比较 应 用 PCO\GENE 程序 。 本 文 分 析 
所 用 的 各 种 杆 状 病毒 多 角 体 重 白 和 几 丁 质 酶 基因 数据 来 源 见 表 1。 


表 1 本 文 分 析 所 用 的 各 种 杆 状 病毒 多 角 体 蛋白 和 几 丁 质 酶 基因 数据 来 源 《〈 括 号 内 为 GenBank 接受 号 ) 
Table 1 Sequence data of baculovirus polyhedrin genes and chitinase genes used in this study and their sources 


CGenbank accession number were indicated in the parentheses) 


病毒 名 称 Virus 多 角 体 蛋白 基因 数据 Polyhedrin gene 儿 丁 质 酶 基因 数据 Chitinase gene 
HaSNPV £ 根 ， 张 传 溪 等 1997 本 文 CAF114795) 
HzSNPV Cowan et al. 1997 (U67264) Le et a. 1997 (U67265) 
AcMNPV Ayres et al. 1994 (122858) Ayres et al. 1994 (122858) 
BmNPV Maeda 1994 (133180) Maeda 1994 (133180) 
OpMNPV Ahrens et al. 1997 (U75930) Ahrens et al. 1997 (U75930) 
HcNPV Croizier et a]. 1994 (D14573) Gong et al. 1999 (AF120926) 
LdMNPV Kozio er al. 1998 ( AF081810) Kozio et al. 1998 (3822305) 
CINPV Jamieson et al. 1997 (U78194) Arif et al. (U72030) 
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2 结果 与 分 析 


2.1 几 丁 质 酶 基因 的 克隆 

比较 我 们 已 测定 的 HaSNPV 的 蛋白 激酶 基因 、 多 角 体 蛋白 基因 、ORF1236 及 DNA 聚合 酶 
基因 -4 和 与 HzSNPV 相应 的 基因 ， 发 现 两 种 病毒 的 核 童 酸 序列 同 源 性 高 达 9796 以 上 。 据 此 ， 我 
们 根据 已 报道 的 HzSNPV 几 丁 质 酶 基因 编码 区 两 端 序列 ， 设 计 了 PCR 引物 ， 为 便于 克隆 和 进 一 
步 进行 表达 研究 ， 还 根据 HzSNPV 几 丁 质 酶 基因 编码 区 DNA 序列 中 不 存在 EcoR A Hind 247 
A. TE SU 3 «PCR 引物 中 分 别 引 进 了 EcoR I 和 Hindi AMA. UERR HaSNPV 基因 组 
DNA 为 模板 ， 通 过 PCR 扩 增 出 1.7 kb 片段， 并 克隆 于 pUC19 质粒 载体 中 。 
2.2. ” 核 背 酸 序列 特征 

用 pUC19 质粒 载体 上 的 1 对 通用 引物 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 和 GAGCG- 
GATAACAATTTCACACAGG 及 进一步 合成 的 4 个 引物 CGTGGCAAGAAAACAATAAACC、 
CGTGAATTTGTGTTGACATGG、GGATTGTCACTGTTGTAGTTGAGG 及 CGATATACG- 
TGTTATTGTCG， 在 目 动 测序 仪 上 测定 了 所 克隆 片段 的 核 苷 酸 全 序列 。 图 1 为 HaSNPYV JL 
丁 质 酶 基因 编码 区 的 酶 切 图 谱 和 测序 策略 。 图 2 为 基因 编码 区 的 核 茶 酸 和 推导 的 氨基 酸 序 列 ， 
编码 区 全 长 1 713 bp，G+C 为 801 bp， 占 46.8% 。 可 编码 570 个 氮 基 酸 残 基 组 成 的 多 肽 ， 预 
计 分 子 量 为 63.6 kD。 为 便于 比较 ， 图 2 还 在 HaSNPV 几 丁 质 酶 基因 编码 区 的 核 苷 酸 上 方 同 
时 列 出 了 HzSNPV 几 丁 质 酶 基因 编码 区 的 核 苷 酸 序列 。 由 图 2 可 见 ，HaSNPV 几 丁 质 酶 基因 
与 HzSNPV 几 丁 质 酶 基因 的 同 源 性 很 高 ， 序 列 中 不 同 的 核 苷 酸 包括 插入 、 缺 失 和 突变 共有 36 
个 bp， 核 苷 酸 序列 一 致 性 高 达 98% 。 但 HaSNPV 几 丁 质 酶 基因 与 HzSNPV WAE, ER 
序列 有 二 处 出 现 很 大 的 变化 ， 其 中 一 处 在 图 2 的 第 495—633 个 核 背 酸 之 间 ，HaSNPYV 与 
HzSNPV 的 相 比 出 现 1 个 bp 的 缺失 和 7 个 bp 的 插入 ， 并 使 该 区 域内 出 现 移 码 ， 从 而 导致 该 
区 长 达 46 个 氨基酸 残 基 区 段 的 变化 。 另 一 处 明显 变化 是 在 图 2 第 1 677 AREE RR Ab, HzZSNPV 
几 丁 质 酶 基因 出 现 15 个 bp 的 插入 。 
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图 1 HaSNPVJLT FESSEDIARRSDCHSBEUIÉdSS CAO 和 测序 策略 (B) 
Fig. 1 Restriction endonuclease map (A) and the sequencing strategy (B? 
[or the coding region of HaSNPV chitinase gene 


2.3 同 源 性 分 析 

将 所 推导 的 HaSNPV 几 丁 质 酶 氨基 酸 序列 与 其 它 已 知 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 氨基 酸 序列 进行 
联 配 比较 ， 结 果 列 于 图 3。 在 杆 状 病毒 中 几 丁 质 酶 氨基 酸 序列 很 保守 ， 在 图 3 的 8 种 几 丁 质 
隆 氨 基 酸 序列 中 完全 相同 的 氨基 酸 残 基 有 245 个 ， 占 42.196; 性 质 相 似 的 残 基 有 178 个 ， 占 
30.6%; 完全 相同 和 性 质 相 似 的 残 基 共 占 72.796. HaSNPV 与 HzSNPV 的 氨基 酸 序 列 非常 相 
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ATGAATAATTATTOTTTGTATTTGTTTGCTTTTAGTATTTTAATATTACATAGCTACGCTGCTCCACCCGGCGTTCCCACATTA 
MNN YC LY LF AF S ILILH SYAAPPGVPTL 


GACTGGGCCGATCACAGTTACGCTTTAGTGCAAATAAATCATCAAGCCACCGCTTACGAATCATTAGTAAACTCTCAACCGTTT 
DW AD H SY A LV ?QO IN HOA TA YE S LV NS Qo PF 
GTAACTATCAAAGTATCATGGAGCGTATGGTCGGGCGAACAAGGCGAAATCGCTCAAGTGTA TCTAGAAAATAAACTAGACTGC 
V T I KV SW S VW SG EQG EIAQVYLENKLDLDIOCE 


AAAGTAATCAACGTTTGGACTGGTCCGACGCAAGATCGTTTTGCTACTTTTGATTACAATACGAGCGGTCGTTATTCGATGTAT 
K V I NV W TG P TQD RF A T F DY NT S SG RY SM TY 
GTAAAACTGTGCAATGCCGACGGCTGTTCGGCTAGTCAAACCGTAGAAGTCGTGATCGCAGACACCGATGGTAAACATTTAAAA 
V K L C N AD GC SA SQ TV E VV IT AD TT DG K HI K 
TP nC ETT I c P aa ea 
CCGTTACAATACACGTGGCAAGAAAACAATAAACCGTATACGTACAACACTGATCACACCGTAGCGGCCTATTTT- -GTCGAATGG 
PLQY TW QO ENN K PY TY NT DH TV AA Y FV ENW 
GGCGTTTACGGTCGATCTTTTCCCGTGGACAAAGTGCCCACGCCGAACCTTTCGCACATTTTATACGGATTTATACCGATTTGC 
G V Y G R SF PV DK VP TP NLSHILYGFIPIC 
GGCGGTGACGGTATAAACGACAGTTTAAAATCTATCACGGGGAGTTTTGAAGCGTTGCAAAGATCGTGCGCTGGCAGGGACAAT 
G G DG INDSLKSITGSFEALQRSCAGRDIN 
TTTAAAGTTTCCATACACGATCCGTGGGCGGCGCTCCAAAAACCACAAACAGGCGTTAGCGCATGGAACGAACCCTACAAAGGC 
F K V S I HD PWA AL QK PQ TGV S AWNEPYKG 
AATTTTGGTCAATTAATGGCAGCAAAATTGGCCAATCCCAATCTAAAAGTGTTGGCATCAATCGGCGGTTGGACACTGTCCGAT 
N F GQLMA AK LAN PNL KV LA S I 6G GW T L Ss DdD 
CCCTTCTATCATATGCACGATGCGCGAACGCGACAAATTTTTGTCGAATCCGTGCGTGAATTTGTGTTGACATGGAAATTTTTC 
PF Y HM HD A RTROQIFVE SVREFVLTMWKFIF 
A ITEM o De er TT 
GACGGCATCGATATTGATTGGGAATTTCCGGGCGGCAAAGGCGCCAATCCAAACGTTGGCGATGTGGAACGCGACAATAACACG 
D G I DI DW EF PG GEEK GA NPNVGDVERDNN T 
TATATCGCTTTATTGGGCGAATTGCGCGCCATGCTCGATCAAGTTCAAATACAAACGAATCGTACTTTAGAACTCACCACAGCG 
Y I AL LG EL RA MLDOQOVO IQTNRTLELT TA 
ATTAGCGCTGGCATAGACAAGATCGCCGCGGTTAATTACGACCGAGCACAACAGTATTTAGATAAAATTTTCGTGATGAGTTAT 
IS AG I DK IA AV NYDRAQOYLDKIFVMSI:—,Y 
GATTTCAAAGGAGCTTGGTCTAATACCGATCTCGGTCATCAGACGGCACTGTACGGTTCCGCGTGGAAACCTAACGAACCGTAC 
D F KG AW SN T DLG HQ T AL YG SS AW K PN E PY 
ACCGCCAACGTGGCCGTGGACGCTTTGCTCGCGCAACGAGTGAATCCAAAAAAACTCGTGTTGGGCGTAGCAATGTACGGCCGC 
T A NV AV DAL L AQ RV NP KK LVLGVAMYGR 


GGTCGGACGGGCGTCCACAACTACAACAGTGACAATCCATTCAGTGGCGTAGCCGTCGGACCGATCACGGGTACATGGGAAAAC 
G R T G V HN Y N S DN PF SG V AV GP IT SG TW EN 


GGCATGGTCGACTACAGACAGATTGCTAAAAACATTTCGCGTTACGAATACGCATTCGACGACGTGGCCAAGGCTGCGTACGTA 
G MV DY R QI AK NIS RY E YA F DDYV A K A A Y V 
TERTE — oreet RULES P 

TTCGACCGCGCCTCTGGCGACTTAATATCGTATGACAGCGAAAGATCGGTACTGGCCAAAGGCGAATACGTGCTTCAGCGTAGA 
F DR A SGDLI SYDSERSVLAKGEYVLOHRIR 


CTCGGCGGATTATTCGCATGGGAAATCGATGCGGACAACGGCGATTTGCTCAACGCTATGCGTATTGGCTTGATGAAAACA --- 
L G G LFEFAWEIDADN G D L L N AM R I G LM K T - 
CGCAACGGCCTA. oo 和 oo。 1722 


----GTNSRLIHNEL:- 570 
图 2 HaSNPV 几 丁 质 酶 基因 的 核 苷 酸 序列 和 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 2 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of HaSNPV chitinase gene 
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中 间 一 行为 HaSNPV 凡 丁 质 酶 基因 核 苷 酸 ， 在 其 下 一 行为 推导 的 氨基 酸 序列 ， 在 其 上 一 行为 HzSNPV 几 丁 质 酶 基因 的 
核 苷 酸 序列 。HzSNPYV 与 HaSNPV 相同 的 核 苷 酸 用 “' ”表示 ， 插 人 或 缺失 的 核 苷 酸 用 “~ ” 表示。 图 1 中 标 
制 性 内 切 酶 酶 切 位 点 用 斜体 字母 表示 “The nucleotide sequence of HaSNPV chitinase gene is in the middle line, 


出 的 限 
the 


deduced amino acid sequence is shown below it, and the nucleotide sequence of HzSNPV chitinase gene is shown 
above it. The nucleotides in HzSNPV identical to those of HaSNPV are denoted with “+”, and the insertion or 


gap is denoted with " — ". The restriction enzyme sites indicated in Fig. 1 are in italics 
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似 ， 相 同性 高 达 90.7% ， 与 AcMNPV. BmNPV. HcNPV. LdMNPV. OpMNPV 和 CÍNPV 
的 氨基 酸 序 列 相 同性 分 别 为 64.4%、64.9%、64.2%、62.9%、66.2% 和 61.5%。 与 一 种 屁 
EJA Ie. Zt A BLUR PR YU HERE Serratia marcescens Ju T ABS A ÆA Cehia) TAE ES SÉ BRL PST 
Alteromonas sp. 的 chiA 也 有 很 高 的 同 源 性 ， 分 别 达 到 57.2% 和 48.2%。 几 丁 质 酶 18 家 族 
的 活性 位 点 模式 LLIVMFY] LDN] G [LIVMF] [DN] LLIVMF] [DN] EE， 其 中 G 和 玉 两 
个 残 基 是 不 变 的 。 在 HaSNPV 几 丁 质 酶 中 这 个 活性 位 点 为 FDGIDIDWE (图 3 中 第 308—316 
个 残 基 )， 由 图 3 可 见 这 在 其 它 杆 状 病毒 中 也 同样 十 分 保守 。 其 中 第 316 IESU ES 
晶体 结构 分 析 被 认为 可 能 是 几 丁 质 酶 的 活性 位 点 的 催化 残 基 -7]。 
2.4 几 丁 质 酶 基因 的 分 子 进化 

图 4 CAO 是 根据 已 知 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 的 氯 基 酸 序列 用 PCAGENE 程序 绘制 的 系统 树 。 
由 图 4 CAD 可 见 HaSNPV 与 HzSNPV 的 几 丁 质 酶 基因 亲缘 关系 最 为 接近 ， 两 者 在 系统 树 中 
处 于 一 个 单独 的 分 枝 ， 而 其 它 6 种 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 则 处 于 男 一 分 校 中 ， 其 中 AcMNPY 与 
BmNPV 几 丁 质 酶 同 源 性 最 高 ， 在 552 个 氨基 酸 序 列 中 有 518 个 是 一 致 的 ， 同 源 性 达 93.896. 
将 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 系统 树 与 杆 状 病毒 中 最 为 保守 的 多 角 体 蛋白 基因 系统 树 作 比较 〈 图 4: 
B)， 可 见 LAMNPV 与 其 它 杆 状 病毒 亲缘 关系 较 远 ， 在 系统 树 中 处 于 一 个 独立 的 分 校 ，HaSs- 
NPV 与 HzSNPYV 的 多 角 体 符 白 亲缘 关系 仍 是 最 为 接近 ， 在 系统 树 中 处 于 一 个 分 枝 :， AMN- 
PV 与 BmNPV 的 多 角 体 蛋白 进化 距离 则 较 丙 者 的 几 丁 质 酶 进化 距离 相对 为 远 。 这 表明 不 同 的 
基因 变异 速率 是 不 同 的 。Hawtin 等 ( 引 曾 绘制 了 AcMNPV、 细 菌 、 真 菌 和 动物 的 几 丁 质 酶 基 
因 系 统 树 ， 发 现 AcMNPV 几 丁 质 酶 基因 与 Serratia marcescens 和 Alieromonas sp. 的 几 丁 质 酶 
A (chiA) 基因 属于 同一 分 校 。 我 们 将 8 种 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 基因 和 17 种 细菌 、 真 菌 、 植 物 
和 动物 的 几 丁 质 酶 基因 进行 分 子 进 化 分 析 ，8 种 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 基因 位 于 一 个 系统 树 小 分 
校 中 ， 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 基因 与 Serratia marcescens 和 Alteromonas sp. IJL T MBS A 
(chiA) 基因 又 属于 同一 较 大 分 校 中 《图 未 列 出 )， 这 与 Hawtin 等 结果 一 致 。 
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HiSNPY FISNPV 
HcNPV FrNPYV 
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CEN? Y — Uf NPY 
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BmNPV ACMN? V 
LdMNPV LdMNPV 
A B 


图 4 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 和 多 和 角 体 生日 的 分 子 系统 树 比 较 
Fig. 4 Comparison of baculovirus chitinase and polyhedrin phylogenetic trees 
A. JLT JR BRIR EPI Chitinase phylogenetic tree; B， 多 角 体 蛋白 系统 树 Polyhedrin phylogentic tree 


3 讨论 


通过 PSORT I server 中 von Heijne 的 信号 序列 识别 程序 计算 ，HaSNPV JL T MBS N 9m n] 
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MNNYCLYLFAFSILILHSYAAPPGVPTLDWADHSYALVQINHQATAYESLVNSQPFVTIKVSWSVWSGEQGEIAQ 
MNNYCLYLFAFSILILHSYAAPPGVPTLDWADHSYALVQINHQATSYESLVNSQPFVTIKVSWSVWSGEQGEIAQ 
MLNYLVSILWVTAALSY——-ASPGTPVIDWADRNYALVKINADATAYENL IERKEQVNVQVSWNVWNGDVGDMAY 
MLHYLATILWL-—AVAH———-ASPGTPVIDWADRNYALVSVNSEATAYENLVERKAGVSVPVSWNVWNGGVGDMAY 
MVHYLVKVLWLTIAVAY—-ASPGTPV IDWADRNYALVKTINSDATAYENLIQRENHVNVQVSWNVWNGGVGDMAY 
MLYKLLNVLWLV-AVSN-— AIPGTPV IDWADRNYALVEINYEATAYENL IKPKEQVDVQVSWNVWNGDIGDIAY 
MLYKLLNVLWLVVAVSN——-AIPGTPVIDWAERNYALVK INYEATAYENLIKLKEQVDVHVSWNVWNGDIGDIAY 
MIRYIAFVLAAASIATA-—-APPGAPVIDWADRNYALVEVSPDAVAYERLVKRKDRVEVNVSWSVYTGEPGDTAY 
* Ak ok, ok, ak, okk 00 o ok on. k, dk 水 ，, k, k, 水 
VYLENKLDCKVINVWTGPTQDRFATFDYNTSGRYSMYVKLCNADGCSASQTVEVV LADTDGKHLKPLQY- TWQEN 
VYLENKLDSKV INVWTGPTQDRFATFDYNTSGRYSMYVKLCNADGCSASQTVEVV IADTDGKHLKPLQY -TWQEN 
VLFDDK-——-—-QVWKGYAAAKKASVNVVKSGQFGMRVKLCDDDGCSVSEPVTVKVADTDGGHLLPMEY- VWQEN 
VLFNEN-—----QVWKGAAAAKRAT IDVSKSGQFNMRVKLCDDDGFSVSEPVTVRVADTDGGHLSPLEY-AWGEN 
VLFNDK—————QVWKGDADAKKATVVVSKSGQFRMHVKVCDEDGCSVSEPVTVKVADTDGGHLNPLEY-VWREN 
VLFDEQ-———-QVWKGDAESKRATIKVLVSGQFNMRVKLCNEDGCSVSDPVLVKVADTDGGHLAPLEY-TWLEN 
VFFDEQ-———--QVWKGDADSKRATINVIVSGQFNMRVKLCNEDGCS JSDPVLVKIADTDGGHLAPLEY-TWLEN 
VLFGDR-——-—--QVWVGEAAGKRASVCVSSGGKHEMRVKLCNADGCSVSAPVTVK IADTDGAHLDPLPYDAWLEN 
*.... STE CK, *. .六 ek, ok, dok k ok, Lok k dook k k, 来 Lok dok 
NKPYTYNTDHTVAAYFVEWGVYGRSFPVDKVPTPNLSHI---LYGFIPICGGDGINDSLKSITGSFEALQRSCAG 
NKPYTYNTDHTVAAYFC-RMAFTRSFPVTKCPRRTFRTFYTDLYRFAAVTD----KRQFKIYHGEFEALQRSCAG 
NKP-GRRANKTVAAYFVEWGVYGRNFPIDKVPLPNLSHL---LYGFIPICGGDGLNDALKT IPGSFEALQRSCKG 
NKP-GRPHNKTVAAYFVEWGVYGRGFPVDKVPLPNLSHL —-LYGF TP ICGGDGLNDALKT IPGSFEALQRSCKG 
NKP-GRRQDKT TAAYFVEWGVYGRNFPVDKVPLPNLSHL—-LYGFTPICGGDGLIDALKTIPGSFEALQRSCQG 
NKP-GRREDKIVAAYFVEWGVYGRNFPVDKVPLPNLSHL-—-LYGFTPICGGDGINDALKTIPGSFESLQRSCKG 
NKP-GRREDKIVAAYFVEWGVYGRSFPVDKVPLPNLSHL —-LYGFIPICGGDGINDALKTIPGSFEALQRSCRG 
NRP-AEPTGKVVAAYFVEWGVYGRDFPADKVPVPNLTHL —-LYGFVPMCGGDGINDSLKS IAGSFEALQRSCAG 
*ck 2 0... QUERI LL, *kk.l. .站 k k oook k 


RDNFKVSIHDPWAALQKPQTGVSAWNEPYKGNFGQLMAAKLANPNLKVLAS IGGWTLSDPFYHMHDARTRQIFVE 
RDNFKVSIHDPWAALQKPQTGVSAWNEPYKGNFGQLMAAKLANPNLKVLASIGGWTLSDPFYHMHDARTRQIFVE 
RADFKVAIHDPWAAIQKPQKGVSAWNEPYKGNFGQLMAAKLANPHTK ILPSIGGWTLSDPFYFMHDAENGNVFVD 
RADFKVAIHDPWAAIQKPQKGVSAWNEPYKGNFGQLMAAKLANPHLKTLPSIGGWTLSDPFYFMHDADKRRVFVE 
RSDFKVATHDPWAA IQKPQKGVSAWNEPYKGNFGQLMAAKLANPHLK ILPSIGGWTLSDPFYYMHDATKRRVFVD 
REDFKVAIHDPWAAVQKPQKGVSAWNEPYKGNFGQLMAAKLANPHLK ILPS IGGWTLSDPFYFMHDVEKRNVFVD 
REDFKVAIHDPWAAVQKPQKGVSAWNEPYKGNFGQLMAAKLANPHLKILPSIGGWTLSDPFYFMHDVEKRNVFVE 
RDDFKLAVHDPWAAVQKPQKGVTAWSEPYKGNFGQLMA IKKAHPHLRVLPS IGGWTLSDPFYHMHDASARRAFVE 
*, Look, .Loxoleicioick, oek, k, k, :oleicieicicicicioicick ok ck ok, 0. k oieloleieieieleieioiciok »eick. .oX*k, 
SVREFVLTWKFFDGIDIDWEFPGGKGANPNVGDVERDNNTY ITALLGELRAMLDQVQIQTNRTLELTTAISAGIDK 
SVREFVLTWKFFDGIDIDWEFPGGKGANPNVGDVERDNNTY IALLGELRAMLDQVQIQTNRTLELTTAISAGIDK 
SVKEFLQVWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPALGNGERDAHTY I ILLQELRSMLDDLQLQTGKTYVLTSAISAGHDK 
SVKEFLQVWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPALGNGERDADTYLVLLKELRAMLDELQLQTNKTYELTSAISSGYDK 
SVKEFLQVWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPTLGNKERDADTYNILLKELRAMLDELQLQTGKTYELTSA ISSGHDK 
SVYKEFLQVWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPSLGDADGDAKTY ILLLEELRAMLDDLEAQTGRVYELTSAISAGYDK 
SVKEFLQVWKFFDGVDVDWEFPGGKGANPSLGDAERDAKTY ILLLDELREMLDDLEVQTGRVYELTSA ISAGYDK 
SAREFLQTWKLFDGLDVDWEFPGGKGANPLLGDAERDRETYALLLEELRLMLDELQAETNRTYELTSA IGAGDDK 
žok, k akk, x, deboleloiclelololeiokok ck. k ak dok ook dokk, k.. ek kk, ok ek 
IAAVNYDRAQQYLDK IFVMSYDFKGAWSNTDLGHQTALYGSAWKPNEPYTANYAVDALLAQRVNPKKLVLGYAMY 
IAAVNYDRAQQYLDKIFVMSYDFKGAWSNTDLGHQTALYGSAWKPNEPYTANVAVDALLAQRVNPKKLVLGVAMY 
IAVVQYEAAQKYLDKIFLMSYDFKGAWSNTDLGYQTTLYAPSWNPDELYTTDHAVKLLTSQGVASDK I I VG TAMY 
IAVVKYDAAQRFLDK IFLMSYDFKGAWSNTDLGYQTTLYAPSWNANELYTTDHAVKLLTCQGV AAHKL T VGVAMY 
IAVVKYDLAQKFLDKIFLMSYDFKGAWSNIDLGYQTTLYAPSWNPNELYNTDYAVKSLTNQGVDPRKTI VGVAMY 
IAVVNYAEAQKSLGKIFLMSYDFKGAWSNTDLGYQTTVYAPSWNSEELYTTHYAVDALLKQGVDPNKT I VGVAMY 
TAVVNYAEAQKSLGK IFLATYDFKGAWSNTDLGYQTTV YAPSWNSEELYTTHYAVDALLEQGVDPNK I I VGVAMY 
IAVVDYGRAHRSLDRIFLMSYDFKGAWSTTELGHQTALYAPSWRPDEPYTADGAVRRLLAQGAPADKI VLGVAMY 
ok, k, ok, 来 ，。 0k, ok ok ckkokekokokelek, S | ok, kk, ok 20k 0k ok L.X ok 于 LLL, k kk 
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HaSNPV | GRGRTGVHNYNSDNPFSGVAVGP ITGTWENGMVDYRQIAKNIS--RYEYAFDDVAKAAYVFDRASGDLISYDSER 519 
HzSNPV GRGWTGVHNYDSDNPFSGVAVGPITGTWENGVVDYRQIAKNIS--RYEYAFDDVAKAAYVFDRASGDLISYDSER 517 
HcNPV — GRGWTGVAGYDGDNFFSGTAKGPISGTWENGVVDYRQIKNELN--TYLYRFDTAAKAAYAFNSAKGDLISFDSVD 509 
OpMNPV — GRGWTGVSGYAGDKYFSGTADGPVPGTWENGVVDYRQINNELS--KYIYRFDAAAKAAYVFNKERGDLISFDSVD 507 
CfNPV — ARGWTGVAGYDGDNYFTGTAAGPVTGTWEDGVVDYRQIKNELN--KYKYKFDTAAKASYVFNKDNGDLISFDSVD 509 
AcMNPV | GRGWTGYTNYTNDNYFSGTGNGPGSGTWEDGVVDYRQIQKDLN--NYVYTFDSAAQASYVFDKSKGDLISFDSVD 508 
BmNPV — GRGWTGVTNYTNGNYFSGTGNGPVSGTWEDGVVDYRQIQKDLN--NYVYTFDSAAQASYVFDKSKGDLISFDSVD 509 
LdMNPV | GRGWTGVTGYADGNPFTGAATGPVPGTWEDGVVDYRELRAAIDGGRYAYAYDSTAKGAYAFDETAGALVSFDSAE 512 
ek, ook k... kk. dok dekk, k, dook, LL, k 冰 ok Ck Lok k Lok Gk o à k 

HaSNPV — SVLAKGEYVLQRRLGGLFAW-EIDA DNGDLLNAMRIGLMKT———-- GTNSRLIHNEL 570 

HzSNPV  SVLAKGEYVLKRRLGGLFAW-EIDA DNGDLLNAMHVGLMKTNRNGLGTNSRLIHNEL 573 


HcNPV — SVLAKSVYVEQNNLGGVFAW-EIDA DNGDLLNAMNQQTKLL--K-———-—--—-- DEL 553 

OpMNPV  SVLAKNVYVQONGLGGLFAW-EIDA DNGDLLNAMNERVRY---K--—----—-- DEL 550 

CfNPV — SVLAKTSYVDPKWLGWVICLGDPTP TNGDLLNVMNKNFKI---K---------- DEL 553 

AcMNPV | SVLGKVKYVDRNKLGGLFAW-EIDA DNGDLLNAINAQFK-P--K--------—- DEL 551 

BmNPV — SVLGKVKYVDRNNLGGLFAW-EIDA DNGDLLNAMNAQFK-L--R----------DHL 552 

LdMNPV | SILDKGKYARELGLGGLFAW-EIDA DNGDLLNAMHAGLKPAARR———-—-—--- VEL 558 
Jk ok ck k, şok.. Qo. e k, o. 4k 


图 3 8 种 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 氨基 酸 序列 联 配 
Fig. 3 Alignment of the amino acid sequence of 8 baculovirus chitinases 
在 8 种 杆 状 病毒 完全 保守 的 氮 基 酸 残 基 用 “* ”表示 ; 性 质 相 似 的 氨基 酸 残 基 用 “.” 表 示 ，; 
JL T IR BE 18 家 族 的 活性 位 点 FDGVDIDWE 用 黑体 字母 表示 
The perfectly conserved amino acids are denoted with asterisks, the amino acids with similar character are 


indicated with dots. The catalytic domain of chitinase family 18 is in boldface 


能 有 一 由 20 个 氨基 酸 残 基 信 号 肽 序列 。 粘 质 沙 雷 氏 菌 几 丁 质 酶 A 基因 (chiA) 的 N 端 有 一 
个 原核 生物 的 分 泌 信 号 肘 , 但 AcMNPV 的 几 丁 质 酶 没有 相同 的 分 泌 信 号 肘 ， 代 之 的 可 能 有 一 
个 真 核 信 号 肽 "”) ， 但 该 信号 肽 似 没 有 直接 起 有 效 的 蛋白 分 泌 作 用 ,因为 病毒 感染 的 细胞 内 几 
丁 质 酶 有 90% 以 上 的 活性 5S]。HaSNPYV 几 丁 质 酶 的 信号 肽 有 待 于 进一步 的 研究 。 

JLT EAR -B-1, 4-N-Z M AH, 广泛 存在 于 自然 界 ， 节 肢 动 物 表 皮 、 真 菌 细胞 壁 等 均 
含有 几 了 本质， 含量 25% 一 60% 左 右 ， 是 使 表皮 呈现 弹性 、 韦 性 的 主要 因素 。 许 多 生物 从 细菌 
到 高 等 植物 均 能 产生 降解 几 丁 质 的 几 丁 质 酶 ， 细 菌 的 几 丁 质 酶 使 细菌 能 利用 几 丁 质 作 为 C 源 
和 NN 源 ， 植 物 的 几 丁 质 酶 可 抵抗 病原 物 的 侵 染 。 昆 虫 也 编码 几 丁 质 酶 ， 在 虹 皮 液 中 的 几 丁 质 
酶 可 在 昆虫 脱皮 时 用 于 降解 几 丁 质 的 旧 表 皮 。AcMNPYV LT EREN chi A 是 一 晚期 基因 ， 
在 病毒 感染 细胞 后 8 h 开始 表达 ，12 h 达到 高 峰 ， 酶 活性 一 直 持 续 到 感染 末期 :81。 昆 虫 表皮 
中 含有 大 量 的 几 丁 质 ， 被 杆 状 病毒 感染 的 昆虫 均 最 终 体 辟 十 分 脆弱 易 破 ,已 明确 杆 状 病毒 编 
码 的 几 丁 质 酶 和 在 基因 组 中 相 邻 的 半 胱 氨 酸 蛋白酶 能 使 昆虫 体 壁 迅速 降解 液化 ， 促 使 病毒 释 
放出 昆虫 体外 :1 。 一 种 缺少 蛋白 酶 和 几 丁 质 酶 的 Serratia marcescens 株 系 较 野 生 的 株 系 对 果 
蝇 的 毒 力 要 低 '1 中 。 将 一 种 非 专 一 性 几 丁 质 酶 与 NPV 混合 使 用 杀 舞 毒 峨 2 龄 幼虫 ， 比 单独 用 
NPV 的 杀 虫 速度 要 快 得 多 :01。 这 两 研 项 究 结 果 表 明 几 丁 质 酶 可 能 破坏 含 几 丁 质 的 围 食 膜 ， 
从 而 使 多 角 体 中 释放 出 的 病毒 粒子 能 更 有 效 地 到 达 中 肠 表 皮 细 胞 。AcMNPYV 的 多 角 体 中 也 检 
测 到 了 有 活性 的 几 丁 质 酶 ， 而 且 病 毒 编 码 的 几 丁 质 酶 在 pH3.0— 10.0 均 有 活性 ， 而 Serratia 
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marcescens 编码 的 几 丁 质 酶 虽然 与 NPV 编码 的 几 了 丁 质 酶 有 高 达 57% 的 序列 相同 性 ， 但 其 则 在 
pH»7 时 就 会 很 快 失去 活性 '!1。 这 提示 病毒 编码 的 几 丁 质 酶 可 能 在 幼虫 中 肠 液 碱 性 环境 中 仍 
能 对 含 几 丁 质 的 围 食 膜 起 分 解 作 用 。 

AcMNPV 的 几 丁 质 酶 与 Serratia marcescens 的 chiA 序列 有 60.5% 的 相同 性 ， 而 且 AcM- 
NPV 的 chi A 基因 核 茶 酸 序列 中 G+C 含量 占 50.4%， 明 显 高 于 其 基因 组 G+C 占 41% 的 比 
例 ， 而 与 Serratia marcescens 的 chiA 高 G+C (58.6%) 偏爱 相 类 似 ， 因 而 推测 AcMNPV 或 
杆 状 病 毒 祖先 是 经 水 平 转移 从 细菌 获得 chiall HaSNPV 几 丁 质 酶 核 苷 酸 序列 与 HzSNPV 
几 丁 质 酶 核 苷 酸 序列 一 致 性 高 达 98%， 其 中 G+C 比例 都 为 46.8%， 相 对 HzSNPYV ZARE 
白 基 因 区 附近 已 测 的 14 23S 对 核 苷 酸 中 ，G+C 只 占 36.2% 来 看 ， 几 了 丁 质 酶 基因 G+C 比 例 高 
出 达 10.696 表明 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 基因 核 苷 酸 序 列 中 G+C 含 量 的 确 相 对 较 高 ， 这 是 由 于 杆 
状 病毒 的 基因 来 源 于 细菌 之 故 还 是 由 于 几 丁 质 酶 存在 其 它 选择 压力 尚 不 清楚 。 我 们 分 析 表 明 
杆 状 病毒 几 丁 质 酶 基因 与 已 报道 的 烟草 天 蛾 Manduca sexta. 几 丁 质 酶 基因 则 几乎 没有 同 源 性 
《资料 未 列 》。 

根据 与 其 它 杆 状 病 毒 几 丁 质 酶 氨基 酸 序 列 进行 联 配 比较 的 分 析 结 果 (图 32. HaSNPV JL 
丁 质 酶 核 背 酸 序列 中 第 495—633 TZERA mI R 46 个 氨基 酸 序列 ， 与 AcMNPV, BmN- 
PV. CÍMNPV. HcNPV. OpMNPV 和 LdMNPYV 的 几 丁 质 酶 相应 氮 基 酸 很 相似 ， 其 中 有 32 
个 氨基 酸 残 基 在 7 种 病毒 中 完全 一 样 ， 而 HzSNPV 几 丁 质 酶 的 该 区 域 氨基 酸 序列 与 其 它 杆 状 
病毒 相 比 则 有 很 大 的 不 同 ， 显 然 HaSNPV JL TARR HzSNPV 更 为 保守 。 但 HaSNPV 和 
HzSNPV 儿 丁 质 酶 基因 在 该 区 域 的 核 芽 酸 序列 仍 是 十 分 相同 《图 2)， 这 可 能 表明 HzSNPV JL 
丁 质 酶 基因 是 从 HaSNPV 几 丁 质 酶 基因 经 缺失 和 搬入 突变 而 来 的 。 

本 文 结果 表明 杆 状 病毒 几 丁 质 酶 基因 系统 树 与 多 角 体 蛋白 基因 系统 树 有 较 大 的 不 同 ， 如 
BmNPV 与 AcMNPV 的 多 角 体 香 白 进化 距离 相对 较 远 ， 而 两 者 的 几 丁 质 酶 亲缘 关系 则 非常 
近 ， 而 根据 已 测定 的 AcMNPV. BmNPV. OpMNPV 和 LdMNPYV 基因 组 全 序列 看 ，AcMN- 
PV 5E BmNPV 了 两 种 病毒 基因 组 无 论 是 各 基因 的 线性 排列 还 是 核 苷 酸 序列 都 很 相似 ， 两 者 的 亲 
缘 关 系 无 疑 是 很 接近 的 ，OpMNPYV 与 AcMNPV 和 BmNPV 基因 组 无 论 在 各 基因 的 线性 排列 
还 是 核 苷 酸 序列 方面 都 有 相对 较 大 的 距离 ， 而 LdMNPYV 基因 组 与 上 述 三 种 病毒 的 差异 则 更 
大 。 根 据 不 同 基因 序列 比较 绘制 的 系统 树 不 尽 相 同 ， 这 一 方面 说 明了 不 同 来 源 和 不 同 功能 的 
基因 进化 速率 是 不 一 样 的 ， 另 一 方面 也 说 明了 杆 状 病毒 每 一 个 单独 的 基因 进化 情况 虽 能 在 一 
定 程 度 上 反映 杆 状 病毒 的 分 子 系统 发 育 ， 但 并 不 能 代表 病毒 整体 的 分 子 系统 发 育 情况 ， 只 
通过 多 基因 甚至 整个 基因 组 的 进化 分 析 ， 才 能 准确 确立 整体 的 杆 状 病毒 的 分 子 系统 树 。 
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Chitinase gene of Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus and 
the phylogenetic tree of the baculovirus chitinase genes " 


ZHANG Chuan-xil; LIN Xin-dal; WU Jur? 
(1. Institute of Applied Entomology: Zhejiang University. Hangzhou 310029. China; 
2. Shanghai Institute of Biochemistry: the Chinese Academy of Sciences; Shanghai 200031. China) 


Abstract: The chitinase gene of Helicowverpa armigera single enveloped nucleocapsid nucleopolyhedrovirus 
CHaSNPV2 was amplified by using PCR method. The nucleotide sequence of the coding region was deter- 
mined. The total length of the coding region was 1 713 bp and was potential to encode a 570 amino acid 
polypeptide with predicted molecular weight of 63.6 kD. The alignment of HaSNPV chitinase amino acid 
sequence with those of other 7 reported baculovirus chitinases showed that HaSNPV chitinase was most 
closely related to HzSNPY chitinase. with 90.796 amino acid identity. It also shared a high degree of ho- 
mology with chitinases of AcMNPV. BmNPV. HcNPV. LdMNPV, OpMNPV and CÍMNPV, with 
64.496, 64.996. 64.296. 62.996. 66.296 and 61.596 amino acid identity» respectively. ^A phyloge- 
netic tree of 8 baculovirus chitinases was drawn by using PCAGENE program and compared with the phy- 
logenetic tree based on the polyhedrin amino acid sequences of the same 8 baculoviruses. The result showed 


that the evolutionary rate of chitinase genes was in some degree different to that of polyhedrin genes. 


Key words: Helicoverpa armigera  nucleopolyhedrovirus: chitinase gene: nucleotide sequence: 


baculovirus: phylogenetic tree 


* The nucleotide sequence data reported here have been deposited with the GenBank database and assigned the accession number 
AF114795 


